Terapeutické monoklonalni protilatky v onkologii.

1’2Haj diich Marian, 'Cwiertka Karel, 2Troj anec Radek, 3Spaékové Katefina

'Onkologicka klinika LF UP a FN Olomouc

*Laboratof experimentalni mediciny pii Détské klinice LF UP a FN Olomouc

Historie terapeutického pouziti monoklonalnich protilatek v onkologii

Po objeveni protilatek v roce 1890 Emilem von Behringem byl zadhy rozpoznan jejich
potencialni 1 prakticky terapeuticky vyznam coby ,otrdvenych §ipti ¢i magickych stiel*
predevsim v cilené 1écb¢ infekEnich onemocnéni. Mimotadnou zasluhu ma v této oblasti Paul
Ehrlich, ktery jiz od roku 1906 zavedl do lékaiské literatury pojem imunoterapie. Nicméné
trvalo témét stoleti, nez se podafilo realizovat i¢inné imunoterapeutické postupy v klinické
praxi.

Dal$im milnikem v imunoterapii se stal objev Cesara Milsteina a George F. Kohlera
publikovany v roce 1974, kterym byla ptiprava monoklonélnich protilatek. Tito autofi spojili
v jedné hybridni linii biologické vlastnosti dvou matefskych bunék: B-lymfocytu tvoficiho
protilatky a nesmrtelné nadorové bunky myelomové fady. Selekci a namnoZzenim hybridnich
bunék vznikd hybridomova linie, ktera neni omezena v poctu déleni, je tudiz nesmrtelnd, a
soucasn¢ produkuje monoklonalni protilatku s unikatni specifitou (1-3).

Existence hybridomovych linii produkujicich definované monoklonalni protilatky
umoznila rovnéz pochopeni genetické podstaty antigenni variability protilatek. Byly popsany
jednotlivé geny kodujici konstantni 1 variabilni useky lehkych a tézkych fetézct, coz vedlo k
jejich ptipravé rekombinantnimi DNA technologiemi. Monoklonalni protilatky nalezly ihned
po svém objevu Siroké diagnostické pouziti (1,2). Ehrlichova vize lécebného pouziti
monoklonélnich protilatek v 1é¢bé nadorti se vSak oficidlné dockala svého naplnéni az od roku
1997, kdy Food and Drug Administration (FDA, americky Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv)
schvalil pouziti prvni monoklonalni protilaitky k adjuvantni imunoterapii lidskych B-

lymfomu. Poté nasledovaly dalsi terapeutické aplikace u karcinomu kolorekta, prsu a dosud



probiha hodnoceni klinického pfinosu a vhodnych indikaci této 1écby i u dalSich nadort (1-

6).

Struktura imunoglobulini
Imunoglobuliny jsou bilkovinné molekuly schématicky znazoriiované tvarem pismene
Y, jejichz zakladni struktura je tvofena ¢tyfmi polypeptidickymi ¢astmi. Ty jsou uspotfadany
do dvou zrcadlové identickych parti lehkych a tézkych fetézct (viz obr.1).
Obrazek 1: Struktura molekuly imunoglobinu, proteolyticky senzitivni §tépna mista a

generované fragmenty.
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N-terminalni usek imunoglobulinii je tvofen ¢tyfmi variabilnimi useky (V-domény),
po dvou na tézkych (VH) 1 lehkych fetézcich (VL). Kazdd V-doména se skladd ze tii
hypervariabilnich oddilt, které urcuji antigenni specifitu protildtek (complementarity
determining regions — CDRs). Jednotka tvoiend VL-VH se nazyvd Fv protilatky a je
zodpovédna za vazbu antigenu. Ve srovnani s N-termindlnimi sekvencemi, je C-konec

lehkych 1 tézkych fetézcl sekvencné podstatné konzervativnéjsi. Lehky fetézec nese dva



izotypy k. a A, jejichz zastoupeni v molekule imunoglobulinu je individualné variabilni a
ziejme postrada fyziologicky vyznam (obr.2).
Obrazek 2: Tridy a podtiidy imunoglobulioni, jejich usporadani podle izotypt lehkych a

tézkych fetézct.
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Tézky fetézec mize byt sloZzen z nékolika izotypu (u, 9, 7, o , €), ¢imzZ je v podstaté
determinovana piislusnost protilatky k jednotlivym tfidam a podtiidam imunoglobulinti (IgM,
IgD, IgG, IgA, IgE). Napftiklad nejcastéjsi izotyp tézkého fetézce Y ma ve své konstantni ¢asti
tf1 sekvencné vysoce konzervativni domény (Cy 1,Cy 2 a Cy 3), které vytvareji konstantni
usek tézkého fetézce. Domény Cy 1 a Cy 2 jsou propojeny pantovym usekem. Pantové tseky
obou tézkych fetézcl jsou mezi sebou propojeny disulfidovymi vazbami. Cy 2 usek je
glykosylovan,coz piispiva ke stabilit¢ imunoglobulinové molekuly. Lehky fetézec mé pouze
jednu konstantni doménu Cy. 1 a ta se nachézi oproti Cy 1 domény. Obé konstantni domény
tézkych i lehkych fetézcl jsou vzajemné rovnéz propojeny disulfidovym miistkem. Zatimco
variabilni useky protilatek Fab urcuji antigenni variabilitu, konstantni tseky odpovidaji za
efektorové funkce protilatek,naptiklad za vazbu komplementu, za interakci s Fc receptorem
na imunokompetentnich buiikach a podobné (8,9).

Stépeni imunoglobulinové molekuly réiznymi proteolytickymi enzymy v definovanych
usecich vede k rozpadu nativni bilkoviny na typické fragmenty, ¢ehoz lze prakticky
vyuzit.Napftiklad papain $tépi protilatku na tii fragmenty (10). Jeden fragment se sklada z Cy2
a Cy3 domén, snadno krystalizuje a je znamy jako Fc fragment. Dalsi dva fragmenty
oznacené jako Fab (antigen binding) jsou identické a sestavaji z celého lehkého fetézce a Fd
(¢ast tézkého fetézce obsahujici Cy 1 doménu). Pouzijeme-li pepsin, vznikaji pouze dva
fragmenty: F (ab "), coz jsou v podstaté dva spojené Fab fragmenty a torzo Fc useku (8,9,11-

14).

Funkce imunoglobulinii a mechanismy cytotoxického ti¢inku monoklonalnich protilatek

Jak jiz bylo zminéno, antigenni komplementarita protilatky je vazana na variabilni
useky Fab fragmentti, zatimco Fc usek zprostfedkovava efektorové funkce protilatky. Mezi
protilatky, naptiklad u lidi je vazdna na podtifidu IgGl. Po vazbé pfislusné protilatky na
bakterialni, eukaryotickou nebo transformovanou nadorovou buiku atakuje jeji bunécné
membrany komplex slozek komplementu C5-C9, a soucasné se uvoliluji chemotaktické
fragmenty C3a a C5a. Slozky komplementu penetruji cytoplasmatickou membranu burky,
¢imz ji usmrti. Soucasné uvolnéné chemoatraktanty vedou ke kumulaci leukocytt a k iniciaci
zanétlivé imunitni odpovédi (15-18).

Nekteré populace leukocytli (neutrofily, eozinofily, bazofily a zejména makrofagy)
exprimuji Fc receptor a prostfednictvim Fc konce protilatky rozpoznavaji a nasledné

fagocytuji nddorové burky. Tato dalsi fyziologicka cytocidni funkce protilatek je zavislad na



vazbé Fc konce protilatky na Fc receptor exprimovany na leukocytech. Protildtka zde nema
pfimou cytocidni funkci, pouze zprostiedkovava rozpoznani nddorové bunky cytotoxickymi
NK buiikkami (antibody dependent cell cytotoxicity — ADCC). Mechanismy vlastniho
rozpoznani nddorové bunky protilditkou navedenymi efektorovymi buiitkami jsou rtzné,
makrofagy se orientuji podle zmén v lipidické struktuie membrany, NK bunky ziejmé podle
defektni exprese antigeni hlavniho histokompatibilniho komplexu (8,13,14,19).

Tteti potencidlné cytotoxicky mechanismus, ktery miiZze protilatka navodit, vychazi z
Jerneho koncepce idiotypové a antiidiotypové sité (20). Strucné feceno, kazda protilatka je
specificka pro urcity antigen a jeji vazebné misto oznacujeme jako idiotyp. Paklize vytvoiime
protilatku proti tomuto idiotypu protilatky, ziskame antiidiotypovou protilatku, ktera bude
napodobovat konformacni strukturu pivodniho antigenu. Naptiklad, indukujeme-li imunitni
odpovéd’ proti protilatce proti inzulinu, dostaneme antiidiotypovou protilatku, kterd bude
konformaéné shodna s prisluSnym epitopem molekuly inzulinu a jeji aplikace zviteti vyvola
snizeni hladiny krevniho cukru. Podobnym zptsobem lze pfipravit antiidiotypové protilatky
proti nadorovym antigeniim, a témi pak jako vakcinami aktivné imunizovat nemocné s cilem
vyvolat aktivni specifickou protinddorovou odpovéd’ imunitniho systému. Po podani
monoklondlni protilatky ve form¢ pasivni imunoterapie vznikaji antiidiotypové protilatky v
organismu v rizné mife spontanné a mohou navozovat protinddorovy efekt ptidatnym

mechanismem aktivni imunitni reakce (3,7,21).

Farmakologické aspekty imunoterapie monoklonalnimi protilatkami

Existence vhodnych nadorovych antigenti (tab.l1) a nasledné monoklonélnich
protilatek zahy po jejich objevu iniciovala fadu klinickych studii v oblasti diagnostiky a 1écby
nadorovych onemocnéni. Jejich vysledky vSak byly pfinegjmenSim sporné a spiSe nez na
terapeuticky ptinos poukdzaly na potize spojené s jejich aplikaci. Vyhody monoklonalnich

protilatek jsou shrnuty v tabulce 2, problémy a nevyhody v tabulce 3.



Tabulka 1: Nékteré s nadorem asociované antigeny pouzitelné jako cile pro monoklonalni

protilatky.

Receptory pro  Epitelidlni ristovy faktor

rustové hormony Fibroblastovy ristovy faktor
Vaskuldrni endothelialni riistovy faktor
Inzulinovy rastovy faktor
Somatotropni hormon

Receptory pro imunocytokiny (IL-2, IL-6, a podobng&)

Mutované Protein p53
onkoproteiny
Povrchové Leukocytarni znaky, naptiklad CD20

bunécéné znaky Antigeny krevnich skupin, naptiklad +sialyl Lewisx, sialyl

Lewis®

Jiné antigeny = Karcinoembryonalni antigen
Gangliosidy

Tyrosinaza

Tabulka 2: Farmakologické vlastnosti monoklonalnich a rekombinantnich protilatek.

Vysoké specifita pro nadorové antigeny

Nizka zktizena reaktivita s normalnimi somatickymi buiikami

Vhodné farmaceutické vlastnosti — vysoka Cistota a schiidna velkoobjemovéa produkce
Moznost predurcit antigenni specifitu

Ovlivnéni efektorové funkce protilatky

MozZnost navazani toxinu, cytostatika, radionuklidu ¢i cytokinu




Tabulka 3: Problémy 1€¢by monoklonalnimi protilatkami.

Distribuce a prinik protilatky do nadoru
Neadekvatni migrace bunécnych efektort (leukocytti) do nadoru
Antigenni heterogenita nadoru

Maskovani ¢i internalizace nadorovych antigent

Klicovym problémem je skuteCnost,ze primeérméa monoklonalni protilatka ma
molekulovou hmotnost kolem 150 kDa, coz je zhruba 150 xvice nez klasickd cytostatika.
Proto maji monoklondlni protilatky ve srovnani s bézné¢ uzivanymi cytostatiky pomalejsi
distribu¢ni kinetiku a podstatné niz$i prinik do nédorové tkdné. V bioptickych vzorcich
ziskanych od pacienti léCenych monoklondlnimi protilaitkami se prokazuje jejich
nehomogenni distribuce v ramci nadoru, coz je podminéno nehomogenni expresi nadorovych
antigenu a také pfirozenymi bariérami pro imunoglobuliny.

Snizeny prinik protilatek byl pozorovan v mélo vaskularizovanych nadorech. Dalsi
bariérou je zvySeny intersticidlni tlak uvnitf nadora, ktery pracuje proti pasivni diftzi
imunoglobulini do tumoru. Pomérné¢ velkd vzdalenost mezi krevni cévou a intersticiem,v
némz se nachdzeji nadorové bunky, dale prodluzuje cCas potfebny k diftzi téchto
makromolekul k nadorovym bunkam vzdalenym od krevniho fecisté. Tyto distribu¢ni faktory
pak limituji pouziti monoklonalnich protilatek u pacientll s objemnéjSimi nadory a soucasné
omezuji 1 prinik cytotoxickych leukocyti do nadoru. Logickym dasledkem téchto tivah je
smérovani potencidlniho vyuziti monoklondlnich protilatek k eliminaci cirkulujicich
nadorovych bun¢k a minimalni rezidudlni choroby (22).

Heterogenni exprese antigenti v nadoru je dalSim faktorem ovliviiujicim uaspéSnost
terapie monoklonalnimi protilatkami. Snizend denzita antigenu pak bude zfejmé jednim z
klicovych mechanismu rezistence nddorovych bun¢k na lécbu protildtkami. V soucasnosti
mame k dispozici pouze né¢kolik mélo antigenli vhodnych k cilené imunoterapii (tab. 1). Patfi
k nim imunoglobulinové idiotypy u B-bunéénych lymfomu, nékteré leukocytarni
diferenciani antigeny, mutovany receptor pro epidermalni rlstovy faktor, onkoprotein
HER2/neu, VEGF (vaskuldrni endotelidlni rtstovy faktor), mutovany onkosupresor p53,
glykoprotein s adhezivni funkci asociovany se stfevnimi nadory CO17 — 1A,

karcinoembryonalni antigen, a podobné (23).



Humanizované monoklonalni protilatky

Pocateni klinick¢é studie s pouzitim monoklondlnich protilatek pouzivaly
imunoglobuliny produkované hybridomovou technologii, z ¢ehoz plyne, Ze tyto proteiny byly
cizorod¢ (mysi). Disledkem aplikace mySich monoklonalnich protilatek nemocnému byla
indukce imunitni odpovédi a produkce anti-mysSich protilatek, nazyvanych HAMA (human
anti-mouse antibodies), v organismu do 2 — 3 tydnd po prvnim podani monoklonalni
protilatky pacientovi. Lidské protilatky proti mySim imunoglobulinim tvorbou
imunokomplext znemoziuji vazbu na nadorovy antigen, urychluji eliminaci 1é¢iva z krevniho
obéhu a mohou vést také k anafylaxi ¢i sérové nemoci. Z téchto divodi bylo vénovano
rozsahlé usili technologii ptipravy lidskych monoklondlnich protilatek a chimerickych
humannich/mysich (humanizovanych) protilatek. Zatimco pfiprava a zejména primyslova
produkce lidskych monoklonalnich protilatek je pfiliS komplikovana,nékteré humanizované
protilatky jiz rutinné pouzivame v klinické praxi (8,28,29).

Princip jejich piipravy spocivd v propojeni hybridomové a DNA rekombinantni
technologie. Nejdiive se ziskd klasickou hybridomovou technologii mysi monoklonalni
protilatka proti nadorovému antigenu. Z hybridomové linie produkujici protilatku s ptislusSnou
specifitou se piipravi RNA a z ni reverzni transkripci cDNA. Nasledné¢ se pomoci
polymerazové fetézové reakce amplifikuji tseky geni mysiho imunoglobulinu, které koduji
hypervariabilni domény CDR. Touto ¢asti genetické informace se nahradi CDR lidského
imunoglobulinu a chimerni geny kédujici humanizovanou monoklonalni protildtku jsou
posléze vlozeny do vhodné savCi builky, ve které jsou velkokapacitné syntetizovany. Z
uvedeného vyplyva, ze humanizovana monoklonalni protilatka nese variabilni tisek kddujici
antigenni specifitu z mys$i monoklonalni protilaitky a konstantni tuseky z lidského
imunoglobulinu. Takovéto protilditky maji pozadovanou antigenni specifitu a jsou jen

minimaln¢ imunogenni (8,28,29).

Fragmenty protilatek

Mikroprostiedi nadoru a jeho vaskularizace vytvareji pomérné vyznamnou bariéru pro
prostup intaktnich makromolekul. V zasad¢ plati pravidlo, ze ¢im vétsi je molekula bilkoviny,
tim obtiznéjsi je jeji prunik do tumoru. Z téchto divodii byla provedena tada studii na
chemicky nebo geneticky pfipravenych fragmentech protilatek. Bézné se pouzivaji F (ab’),,
Fab a Fv tseky se zachovanou antigenni specifitou (13,14,30).

Fv tseky piipravené¢ enzymatickou digesci jsou v podminkach in vivo extrémné

nestabilni. Caste¢né stabilizace bylo dosaZeno s pouzitim jednofetézcovych Fv (single chain



Fv, scFv), kde VL a Vg jsou vzijemné propojeny vhodnym peptidovym linkerem.
Jednotetézcové Fv maji ov§em pomérné nizkou vazebnou afinitu k antigenu, a tak u nich
dochazi k pouze prechodnym interakcim. Maji nejlepsi priinik do nadoru,soucasné jsou vsak z
krevniho ob¢hu velmi rychle eliminovany proteolytickymi enzymy. Piedpoklada se, ze sFv
naleznou své optimalni uplatnéni ve spojeni s toxiny, kdy je zadouci maximéalni prinik
molekuly imunotoxinu do nédoru a jeho soucasné rychla clearance z normalni nenddorové
tkané. S optimalizaci velikosti protilatky a s ohledem na poZzadovany terapeuticky efekt i
délku jeho trvani se pak dale zvysi 1éCebny potencidl pasivni protilaitkové imunoterapie
(13,14,30).
Nekonjugované protilatky

Protilatky mohou byt pouzity samostatné jako forma pasivni specifické imunoterapie
vyuzivajici vySe popsanych protinadorovych imunitnich mechanismii nebo konjugovany s
cytotoxickymi latkami ¢i radioizotopy, které pouze navadéji a piiblizuji k cilovym bunkam
(viz dale). U¢inky samostatné ptisobicich, nekonjugovanych protilatek zavisi na mife jejich
kumulace v nddoru a schopnosti navodit néktery z biologickych ucinkli vyjmenovanych v
tabulce 4.

Tabulka 4:Biologické u¢inky navozené nekonjugovanymi protilatkami.

1. Piimé protinadorové - Indukce apoptozy
ucinky Interference s vazbou mezi receptorem a jeho ligandem
Ovlivnéni ucinnosti klasickych cytostatik
Zabrana tvorby proteint nezbytnych
pro zachovani maligniho

fenotypu buiky

2. Indukce antiidiotypové imunitni odpovédi

3. Cytotoxicita zavisla na komplementu

4. Buiikami zprostiedkovana cytotoxicita zavisla na

protilatce

Nejvyznamnéjsiho pokroku bylo dosazeno v oblasti imunoterapie malignich B-
lymfomt. Bylo vyuzito individualné pfipravenych antiidiotypovych protilatek i

imunoglobulini smérovanych proti nékteré z antigennich determinant B-bun¢k. Snad



nejvetsiho tspéchu dosdhla humanizovand monoklonélni protilatka anti-CD20, rituximab
(Rituxan, Mabthera), kterd po vazb&é na specificky receptor B-bunc¢k spousti nezndmym
mechanismem programovanou bunécnou smrt —apoptozu. Rituximab je indikovan k 1écbé B-
bunéénych lymfoml s nizkym gradingem (46 %objektivnich klinickych odpovédi), ale
prokazal ucinnost také u chronické lymfatické leukémie a u leukémie z vlasatych bunék.
Protilatka ziejmé senzibilizuje nadorové bunky vici standardni chemoterapii, jelikoz

nemocni léeni kombinaci rituximabu s klasickym CHOP rezimem dosahli objektivnich
odpovédi az ve 100% (31-33).

Dal§im slibnym 1é¢ivem je mysSi monoklonalni protilaitka 17 —1A (edrecolomab —
Panorex). Tento preparat aplikovany nemocnym po resekci kolorektalniho karcinomu stadia C
snizil o 30 %umrtnost a o 27 % rekurenci onemocnéni ve srovnani se skupinou bez
adjuvantni 1éby. Tato studie mimo jiné potvrdila vyznam monoklonalnich protilatek pro
eradikaci minimalni rezidualni choroby (34). Tyto slibné vysledky vedly ke klinické studii
srovnavajici adjuvantni 1é€bu edrecolomabem v monoterapii, v kombinaci s 5-fluorouracilem
a leucovorinem s adjuvantni chemoterapii 5-FU s leucovorinem. Vysledky ve smyslu
celkového preziti a preziti bez znamek nemoci byly stejné ve skupinach lé€enych adjuvantni
chemoterapii s nebo bez edrocolomabu. Monoterapie protilatkami dokonce vedla k horSim
vysledkim nez stadardni chemoterapeuticky rezim. Jako jedno z moznych vysvétleni je
uvadén vznik HAMA. Vysoké titry protilatek byly detekovany jiz u druhé nebo tfeti infuze.
(35)

Dilezitou skupinou jsou protilatky interagujici s vazbou receptoru a jeho ligandu.
Typickym piedstavitelem je humanizovand monoklonélni protilatka proti proteinu HER2/neu,
trastuzumab (Herceptin), kterd se vaze na receptor analogni epidermalnimu riistovému faktoru
a neutralizuje prognosticky neptiznivou amplifikaci genu HER2/neu v nadorovych buikach
pacientek s karcinomem prsu. Herceptin je u¢inny v terapii metastazujiciho karcinomu prsu a
jeho ucinek je potencovan klasickymi protinddorovymi lé¢ivy, napfiklad taxolem,
doxorubicinem a cisplatinou (24-26).

V tnoru 2004 byla schvéalena ke klinickému pouziti v USA (www.fda.gov) u
karcinomt kolorekta monoklonalni protilatka proti VEGF (vyznamny ristovy faktor, ktery

vede k indukci novotvorby cév) Bevacizumab (Avastin).

Antiidiotypové protilatky
V poslednim desetileti se objevila také tada praci zabyvajicich se vyuzitim

antiidiotypovych protilatek v onkologické indikaci. Zde vSak jde jiZ o mechanismem ucinku
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odliSnou aktivni imunizaci ¢ili vakcinaci. Prace provedend na kolorektdlnim karcinomu
popisuje terapeutické uziti lidské antiidiotypové protilaitky 105AD7, ktera rozpoznava
vazebné misto protinddorové protilatky 791T/36 a napodobuje tak povrchovy antigen CD5S5.
Vakcinace nemocnych touto protilatkou vede k méfitelné protinadorové imunitni odpovédi,
zejména u pacienti s HLA-DR1, HLA-DR3 a HLA-DR7 haplotypy, ackoliv klinické
hodnoceni piipravku je zatim pred¢asné (36). Nadéjnych vysledkl bylo dosazeno rovnéz s
pouzitim antiidiotypll simulujicich epitopy antigenii melanomovych bunck pacienti s
malignim melanomem a karcinoembryonalniho antigenu u nemocnych s kolorektalnim

karcinomem (37-39).

Bispecificke protilatky

Zvlastni skupinou nekonjugovanych protilatek piepravenych rekombinantnimi DNA
technologiemi jsou bispecifické protilatky. Jedna jejich antigenni specifita byva namifena
proti nadorovému antigenu a druhd proti vhodnému markeru imunokompetentnich buné¢k s
cilem pfitdhnout cytotoxické builkky do nadoru. Ptikladem je bispecifickd protilatka, jejiz
jedno vazebné misto je namifeno proti HER2/neu a druhé proti nizkoafinitnimu Fc receptoru,
jenz se nachazi na povrchu NK bun¢k a zralych makrofagt. Aplikace takovéto protilatky vede

ke kumulaci a aktivaci cytotoxickych bunék v misté nddoru exprimujiciho HER2/neu (40).

Protilatkové konjugaty
V zasad¢ se jednd o chemické ¢i genetické konjugaty imunoglobulinii nebo jejich
fragmentli s vhodnou efektorovou slozkou, napiiklad s toxiny, cytokiny, cytostatiky,

radionuklidy (tab.5).

Imunotoxiny

Vazbu monoklonélni protilatky nebo jejiho fragmentu s toxinem oznacujeme nazvem
imunotoxin. Jako toxinu Casto pouzivame rostlinnych nebo bakterialnich jedii s katalytickou
ucinnosti, které smrti builky v nanomoldrnich koncentracich. Toxiny maji obvykle dvé
domény. Prvni koduje vazbu toxinu na buiiku a druhy pak samotnou katalytickou podjednotku
toxinu. V piipadé¢ imunotoxinu nahrazujeme vazebnou doménu casti imunoglobulinové
molekuly, kterd zaruCuje antigenni specifitu a kterd sméruje toxinovou podjednotku k
nadorovym buinkam (4-6,41).

Nejcastéji pouzivanymi toxiny jsou ricin a pseudomonadovy exotoxin. Nevyhodou

imunotoxint je skute¢nost, ze katalytické podjednotky se uplatiiuji vyluéné intracelularné a je



Tabulka 5: Zakladni charakteristiky vybranych imunokonjugacnich strategii.

1. Imunotoxiny

Vysoka cidni Gi¢innost

Katalyticka podstata toxinu umoznuje
amplifikovat biologicky G¢inek v misté
nadoru

Dobfe definované mechanismy ucinku

pouzivanych toxini

2. Imunokonjugaty
s klasickymi
protinadorovymi

1é¢ivy

Potvrzena protinadorova ucinnost
cytostatik

Dobie definovana farmakokinetika,
toxicita a ucinnost preparati

Moznost vyuziti “by tander” efektu

Internalizace imunokonjugétu neni

potiebna

3. Imunocytokiny

Moznost ptipravy konjugatu
rekombinantni technologii

Nizka systémova toxicita

Lokalni indukce protinddorové imunitni
odpoveédi

Moznost volby konjugovaného cytokinu
dle typu imunitni odpovédi,ktera ma byt

preferencné generovana

4. Radioimunokonjugaty

Siroka $kala izotopti vhodnych ke
klinickému pouziti

Uéinnost i v okolnich buiikach, které
nemaji dostateCnou expresi nadorového
antigenu

Internalizace radioimunokonjugatu neni
potiebna

Predpovéditelnd toxicita na zaklade¢
znalosti celkové aplikované radiacni

davky




nezbytnd jejich internalizace. Rostlinné a bakteridlni toxiny jsou rovnéz siln¢ antigenni a
vyvolavaji Casnou imunitni odpoveéd, ktera neutralizuje ucinnost téchto konjugatli. Pres
vSechny prekazky jsou imunotoxiny mimofadné ucinné v tfadé preklinickych nddorovych

modeli. Podrobnéji se problematice imunotoxint vénuje nasledujici kapitola (41-44).

Konjugaty typu protilatka-cytostatikum

Tento druh protilatkovych konjugétlh umoziuje cilenou expozici nadorovych bunck
standardnimu cytostatiku ve vysoké lokalni koncentraci. Protinadorovd chemoterapeutika
maji obvykle dobie prostudovanou farmakologii, toxicitu i u€innost ve své volné forme. Lze
tudiz predpokladat,ze jejich podani ve formé konjugatu s protilatkou bude vzhledem k
lokalnimu piisobeni méné toxické a ucinnéjsi (41).

Slibnych preklinickych vysledkli bylo napiiklad dosazeno s pouzitim imunokonjugatu
BR96-doxorubicin v fadé experimentalnich nadorovych modelt. Klinické studie faze 1
prokézaly, Ze limitni toxicitou konjugétu je gastritida, pravdépodobné zplsobena interakci s
Fc koncem intaktni molekuly IgG BR96 (45,46). Nedavno byly rovnéz publikovany vysledky
s calicheamicinem konjugovanymi protilatkami v 1é¢bé leukémii a nékterych solidnich
tumorti (47). Konjugaty typu protilatka-cytostatikum rovnéz nabizeji zajimavou moznost
pfekonani rezistence nadorovych bunék na cytostatika. Tyto komplexy neprochdzeji
cytoplasmatickou membranou pasivni difuzi, nybrz aktivni a pasivni endocyt6zou. Nemohou
byt proto z nadorové bunky eliminovany transmembranovymi transportéry, které v

rezistentnich buitkach pumpuji cytostatika z cytoplasmy zpét do extracelularniho prostoru.

Imunocytokiny

Reprezentuji zvlastni skupinu hybridnich molekul,které maji v sobé obsazeno vazebné
misto protilatky pro antigen a biologicky aktivni ¢ast cytokinu. Protilatkovd doména navadi
molekulu cytokinu do nddoru a cytokinova ¢ast zde aktivuje imunitni odpovéd’. Tento postup
se zda byt uzitecny v 1écbé chemorezistentnich dobfe imunogennich nddord, napiiklad
neuroblastomu, kolorektalniho karcinomu a maligniho melanomu. Byla pfipravena tada
chemickych i genetickych konjugati protilatek s raznymi cytokiny (TNF-a ,IL-2,GM-
CSF,IL-4) (48). Povzbudivych vysledkii bylo dosazeno v preklinickych modelech s
imunocytokinem anti-disialogangliosid GD2 /IL-2 v modelu maligniho melanomu a

neuroblastomu. Preparat je v soucasnosti ve fazi klinického zkouSeni (49-51).



Radioimunokonjugaty

Radioimunoterapie je nova lécebnd modalita,kterd s pouzitim radioimunokonjugatt
dokdze do mista nddoru dodat 3 x az 50 x vyssi davku zafeni nez do normalni tkan€.K vazbé
na bilkovinnou molekulu protilatky se vyuziva vysokoenergetickych B -zafict s relativné
kratkym polocasem rozpadu, nejcastéji 131 I nebo 90 Y. Vyhodou radioimunokonjugatt je
skutecnost,ze k navozeni zadan¢ho biologického tcinku neni potteba jejich vazba na kazdou
nadorovou buiiku, jelikoz emitované zafeni mé vétsi akéni radius nez toxiny ¢i cytostatika.

Vysoka ucinnost téchto 1éCiv byla prokdzana zejména u nékterych hematologickych
malignit. Za zminku stoji studie Presse et al., ktery aplikoval myeloablativni déavku
radioimunokonjugatu protildtky anti-CD20 a 131 1 pacientim s chemorezistentnim
lymfomem. Ctyfiaosmdesat procent téchto pacientl dosahlo kompletni remise a 11% remise
parcialni. Rada klinickych odpovédi byla dlouhodob4, az 62% nemocnych bylo bez progrese
2 roky po l1écbé (52). Slibné vysledky byly také publikovany s pouzitim anti-CD33
radioimunokonjugatu v rdmci predtransplanta¢ni pfipravy nemocnych s akutni myeloidni

leukémif (53-55).
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